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Abstract 
Objective: To observe the changes of endothelial mitochondrial membrane potential（MMP）by building Hcy-induced endothelial 
impairment model in cultured human umbilical vein endothelial cells and to analyze the mechanism of Hcy-induced 
apoptosis.Methods:(1) Cultured HUVECs of term infant in vitro provide enough experimental materials. (2)The HUVECs are 
randomly divided into five groups: the control group does not add Hcy, the other groups add 0.01、0.1、1.0、3.0mmol/LHCY respectively, 
and put them together for 24 hours to detect the changes of MMP of the HUVECs at 3、6、12、24 hour.Results:There is no difference 
in the level of MMP in the HUVECs stimulated by HCY for 24 hours between the HCY0.01mmol/L group and the control group. 
Comparing with the control group,MMP reduces at 24 hour in the HCY0.1 mmol/L group ,at 6、12、24 hour in the HCY1.0 mmol/L 
group and at 3、6 hour(P<0.05）and obviously at 12、24 hour(P<0.01) in the HCY3.0 mmol/L group.In the same Hcy-induced group, 
MMP obviously reduces at 24 hour, ＞12h、6h、3h.At the same time, MMP obviously reduces at 3.0mmol/L Hcy-induced group, ＞
1.0、0.1、0.01 mmol/L group and the control group.Conclusion: (1)HCY can injury endothelial function and induce apoptosis and it 
relates with concentration and time of HCY.(2) Mechanism of  Hcy- induced endothelial apoptosis may relates the reduction of MMP.  
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加含 1％胎牛血清（FCS）的培养基(DMEM)处理细胞 24h，使细胞稳定、同步化。随机分成五组:（1）.空白组：仅加含 1％
FCS 的 DMEM5ml。（2） HCY0.01mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 0.01 mmol/L 5ml。（3.）HCY0.1 mmol/L
组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 0.1mmol/L 5ml。（4）.HCY1.0 mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 1.0 mmol/L 
5ml。（5）HCY3.0mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 3.0 mmol/L 5ml。继续培养 24h，每组 3 个样本。结果 不
9 同浓度及时间 HCY 对 HUVECs 线粒体膜电位的影响:MMP 在 HCY0.01mmol/L 组和空白对照组间无差异性变化；在 HCY0.1 
 





mmol/L 组于 24h 时出现下降（P<0.05）；在 HCY1.0mmol/L 组于 6h、12h、24h 出现下降（P<0.05）；在 HCY3.0mmol/L 组
于 3h、6h 有下降（P<0.05），12h、24h 明显降低（P<0.01）。同一浓度 HCY 作用 24h 时 MMP 最低，依次＞12h、6h、3h。
相同时间内，可以看到 HCY 浓度越高 MMP 降低越多，MMP 在 HCY3.0mmol/L 组最低，依次＞1.0、0.1 及 0.01 和空白组，
结论 HCY 可导致 MMP 发生改变，其浓度及作用时间是影响因素。（1）相同时间内，HCY 浓度越高 MMP 降低越多。（2）










1.1 标本采集 无菌随机采集 20 名正常足月剖腹产胎儿脐带 20～35cm,去除脐带血管中的残余血液, 立即放
入 4℃无菌含双抗磷酸盐缓冲液（PBS）中，6h 内进行脐静脉内皮细胞分离、培养。 
1.2 实验主要试剂 培养基（DMEM）、优级胎牛血清（FCS）、胰蛋白酶，美国 GIBCO 公司。磷酸盐缓冲
液（PBS）,欧蒙公司。内皮细胞鉴定试剂，北京中杉金桥生物技术有限公司。线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）
C2006 购自碧云天生物技术研究所。 
1.3 实验主要仪器 SW-CJ-2D 型 双人单面超净工作台（苏净集团安泰公司），Thermo HERAcell50 型 5％
CO 2 恒温培养箱（HERM 公司），IX71 倒置荧光显微镜（OLYMPUS 公司），DH2500A 型电热恒温箱（天
津市泰斯特仪器有限公司），KDC-40 低速离心机（SIGMA 公司），MDF-u32v 超低温冰箱（SANYO 公司）。
KDC-40 低速离心机（科大创新股份有限公司中佳分公司），FACS Calibur TM 双激光全自动流式细胞仪




快速消毒脐带。PBS 液 50ml，冲洗脐带。抽取消化液 20ml，适量注入脐带内，见其末端滴出胰酶，夹住
尾端。37℃水浴 5～10min，取出脐带放入干燥弯盘中，轻揉脐带后，松开尾端止血钳使脐带内液流入离心
管中。300g 离心 10min，弃去上清液。倒 5ml DMEM 全培养液，吸管轻柔吹打，制成细胞悬液后，放入
25cm2一次性培养瓶，盖好其盖。放入 5％CO 2 恒温培养箱，24h 换液，以后 2～3 天换液。Ⅷ因子相关抗
原免疫荧光鉴定 HUVECs,荧光显微镜下见细胞胞浆中存在较强的黄绿色荧光颗粒，核周尤为明显，证明培
养细胞为 HUVECs。人脐静脉内皮细胞传代：原代培养内皮细胞融合成单层 60%～80％时，倒去其内培养
液，PBS 清洗 2 次，翻转培养瓶，加入 0.25％胰酶细胞消化液少许，待细胞与细胞分开，胞体变圆，细胞
皱缩或出现大片分离时，加入含 10％胎牛血清培养液终止消化，用吸管小心吹散细胞，取 10μl 细胞悬液
滴在血细胞计数板上，显微镜下计数内皮细胞，根据收集细胞的数量，接种到新的培养瓶（一般采用 1 传
2），置 37℃、5％CO 2 恒温培养箱中培养，反复循环上述操作，取 3～4 代细胞用于实验。 
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1.4.2 实验分组和处理 取对数生长的 HUVECs 制成细胞悬液,以 3×105传代，待细胞生长到 70%～80%时，
加含 1％FCS 的 DMEM 处理细胞 24h，使细胞稳定、同步化。随机分成五组:（1）空白组：仅加含 1％FCS
的 DMEM 5ml。（2）HCY0.01mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 0.01 mmol/L 5ml。(3)HCY0.1 
mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM＋HCY 终浓度为 0.1mmol/L 5ml。(4)HCY1.0 mmol/L 组：1％FCS 的 DMEM
＋HCY终浓度为 1.0 mmol/L 5ml。(5)HCY3.0mmol/L组：1％FCS的DMEM＋HCY终浓度为 3.0 mmol/L 5ml。
继续培养 24h，每组 3 个样本。 
1.4.3 线粒体膜电位的检测 所有细胞用 0.25％胰酶消化，用全培养液中和，并收集细胞，300g 5min 离心后，
弃掉上清液，加无血清 DMEM 调整细胞数为 5×105悬液,取其 0.5ml。选取空白组中 1 管加入试剂盒阳性刺
激剂CCCP0.5μl作用 20min。所有样本中加入 0.5mlJC-1染色工作液，颠倒数次混匀。避光 37。C水浴 20min。
600g4。C 离心 4min，弃上清。JC-1 染色缓冲液（1×）冲洗 2 次。加入 1ml 染色工作液（1×），选用流式
细胞仪检测。激发波长为 488 nm ,每个样本检测 10000 个细胞,测定门控内相对荧光强度,平均荧光强度(mean 
fluorescence intensity,MFI) 代表 MMP 的状态。JC-1 的单体（绿光）和聚合物（红光）荧光信号分别在 FL1 
和FL2探测器上获得。由于 JC-1发射双波长,使用电子补偿以纠正绿色荧光和红色荧光的重叠部分。FL1-H、
FL2-H 分别代表绿色荧光强度、红色荧光强度，采用 CellQuest 功能软件进行分析。本实验考虑到绿色荧
光影响因素较多，以红色荧光强度下降（FL2-H）为观察指标。 
1.5 统计学处理 每次实验至少有 3 个重复值，所得数据用均数±标准差( x s ) 表示。实验结果采用
SPSS15.0 软件分析，采用单因素方差分析，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。 
2 结果 
由表1、图1、图2不难看出MMP在HCY0.01mmol/L组和空白对照组间无差异性变化；在HCY0.1mmol/L
组于 24h 时出现下降（P<0.05）；在 HCY1.0mmol/L 组于 6h、12h、24h 出现下降（P<0.05）；在 HCY3.0mmol/L
组于 3h、6h 有下降（P<0.05），12h、24h 明显降低（P<0.01）。不同浓度及时间 HCY 对 HUVECs 对于
MMP 的影响:（1）相同时间内，HCY 浓度越高 MMP 降低越多，MMP 在 HCY3.0mmol/L 组最低，依次＞
1.0、0.1 及 0.01 和空白组。（2）同一浓度 HCY 作用 24h 时 MMP 最低，依次＞12h、6h、3h。 
 
表1 JC-1检测不同浓度和时间HCY作用HUVECs线粒体膜电位的变化  ( x s ,n =3) 
                         JC-1（FL2 荧光强度） 
组别     3h           6h      12h       24h 
control 1142.56±23.21 1053.21±13.13 987.67±12.13 952.33±16.13 
0.01mmol/L 1081.46±15.18 1081.46±15.18  941.28±19.18 879.21±17.18 
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实细胞发生凋亡的早期即可出现 MMP 的降低，说明 MMP 下降为凋亡早期阶段，为细胞凋亡的特异性改
变[6]。因此，可以认定 MMP 的消失较早地并且是不可逆转的决定了细胞凋亡的命运。 
本实验通过对 HCY 对于 MMP 作用的研究，发现随着 HCY 浓度的增加、作用时间的延长，HUVECs





确。因此检测结果可靠,敏感性更高[8]，本实验采用此方法检测 MMP，建立了 HCY 与 MMP 之间的关系，
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